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【目的】ニッケル (Ni) アレルギーはアレルギー性接触性皮膚炎の一種で、その患者数
は全人口の 10% 以上であると言われている。Ni は安価で耐久性に優れ、ステントな
どの医療用金属材料や装飾品などに広く用いられている。しかし、これらの金属から、
体液などの影響によって溶出した Ni2+ が炎症やアレルギーを引き起こすことが問題




Interleukin 8 (IL-8, CXCL8) はケモカインの一種であり、細菌感染時などに好中球や T 
細胞の浸潤を誘導することで、生体防御に寄与する。一方で、IL-8 は Ni アレルギーの
病態形成にも重要な役割を持つ。例えば、Ni2+ はヒト単球や単球由来樹状細胞などの炎
症性の細胞に作用して、IL-8 発現を強力に誘導することや、Ni アレルギー患者の病変
部位には多くの好中球が浸潤すること、ステントから溶出した Ni2+ が IL-8 発現を誘
導することで炎症反応を誘発することなどが明らかとなっており、Ni2+ 誘導性の炎症
反応や Ni アレルギーの病態形成には IL-8 が重要な役割を持つと考えられる。IL-8 の
プロモーター領域には nuclear factor-kappa B (NF-κB)、hypoxia inducible factor 1 alpha 
(HIF-1α)、activator protein 1 (AP-1) などの転写因子の結合配列が存在する。Ni2+ はヒト 
TLR4 に結合してこれを活性化し、NF-κB や AP-1 などの転写因子を活性化する作用
や、proline hydroxylase 2 (PHD2) の活性を抑制することで HIF-1α の発現と転写活性化
を誘導する作用を持つ。そのため、Ni2+ はこれらの経路の活性化を介して IL-8 発現を
誘導すると考えられる。しかしながら、Ni2+ による IL-8 発現誘導におけるこれらの複
数の経路の関与については詳細に解析がされていない。 
Ni2+ 及び Co2+ は TLR4 活性化作用や、HIF-1α 発現量誘導作用のみでなく、DNA 傷
害を引き起こす作用や、活性酸素種 (ROS) 産生を誘導する作用など、多くの類似した
生理作用を持つことが知られている。一方、Ni2+ は Co2+ よりも IL-8 発現や炎症を誘
発する作用が強く、Ni2+ は Co2+ とは異なる生理作用を発揮することで、炎症を誘発す
ると考えられる。しかし、Ni2+ と Co2+ の生理作用を比較した研究は行われておらず、
Ni2+ 特有の炎症誘発作用については不明な点が多い。そこで、本研究では、Ni2+ 及び 
Co2+ の作用の違いに着目して Ni2+ に特有の標的タンパク質を見出し、Ni2+ による炎
症誘発作用機構の解明につなげることを目的とした。 
本研究ではヒト単球様細胞株 THP-1 細胞を用い、Ni2+ による IL-8 発現誘導機構を
指標として解析した。単球は血中の白血球で、ステントなどから溶出した Ni2+ に直接




【方法】ヒト単球細胞株 THP-1 細胞を NiCl2 及び CoCl2 で刺激した時の IL-8 発現
量を ELISA 及び qRT-PCR により、HIF-1α、HIF-1β、HSP90 の発現量、核内移行、タ
ンパク質間相互作用を免疫沈降、免疫染色、western blotting により解析した。また、Ni2+ 
結合タンパク質を LC/MS/MS によって同定した。 
 
【結果】 
＜1. Ni2+ による IL-8 発現誘導作用＞ THP-1 細胞において 1 mM の NiCl2 は同濃
度の FeCl2、CoCl2、ZnCl2、PdCl2 よりも著しく強く IL-8 産生を誘導した。一方、0.3 
mM の NiCl2 は IL-8 発現を誘導する作用が弱く、NiCl2 は 1 mM の濃度で初めて、
強力な IL-8 発現誘導作用を示すことが示唆されたため、今後の実験では 1 mM の 
NiCl2 を用いて解析を行った。ヒト胎児腎由来細胞株である HEK293 細胞及び ヒト単
球様細胞株 U937 細胞においても、THP-1 細胞の場合と同様に NiCl2 は CoCl2 より
も IL-8 発現を誘導する作用が強いことが確認された。NiCl2 による IL-8 発現誘導作
用の時間依存性について解析したところ、NiCl2 は刺激 12 時間後に IL-8 mRNA を最
も強く誘導し、刺激 24 時間後まで持続的に IL-8 のタンパク質産生を誘導した。 
 
＜2. Ni2+ による IL-8 発現誘導作用における TLR4 及び HIF-1α の関与＞ NiCl2 に
よる IL-8 発現誘導作用機構を解析するため、NiCl2 により活性化すると考えられる 
TLR4 と HIF-1α の 2 つのタンパク質に着目して解析を行った。これまで、Ni2+ はヒ
ト TLR4 や HIF-1α を活性化することで IL-8 等の炎症性遺伝子発現を誘導すること
が示唆されている。そこで、TLR4 阻害薬 TAK-242 及び HIF-1α 阻害薬 PX-478 を用
いて、NiCl2 による IL-8 発現誘導作用における TLR4 及び HIF-1α の関与について解
析を行った。まず、HIF-1α 発現量増加作用について解析を行ったところ、IL-8 発現誘
導作用とは逆に、HIF-1α 発現量増加作用は NiCl2 よりも CoCl2 の方が強かった。一
方、HIF-1α 阻害剤 PX-478 は NiCl2 による IL-8 産生誘導を顕著に抑制したが、CoCl2 
による弱い IL-8 産生誘導は抑制しなかった。したがって、Ni2+ には、HIF-1α 発現量増
加作用のみではなく、HIF-1α の転写活性を増大させる作用があると考えられた。そこ
で、HIF-1α の結合配列の下流に luciferase を挿入したレポータープラスミドを用い、
NiCl2 及び  CoCl2 による  HIF-1α の転写活性化作用を解析したところ、NiCl2 は 
CoCl2 よりも顕著に HIF-1α の転写活性化を誘導した。また、PX-478 は刺激 2 時間後
の IL-8 mRNA 発現を抑制せず、刺激 12 時間後の IL-8 mRNA 発現を顕著に抑制する
のに対し、TAK-242 は NiCl2 刺激 2 時間後及び 12 時間後の IL-8 mRNA 発現誘導を
一部抑制したことから、TLR4 は NiCl2 による早期の IL-8 発現誘導に関与することが
示唆された。さらに、TLR4 リガンドである lipopolysaccharide は刺激 2 時間後で最も
強く IL-8 mRNA 発現を誘導したことから、TLR4 は早期の IL-8 発現誘導に関与する
ことが確認された。 
 
＜3. Ni2+ による HIF-1α 活性化機構の解析＞ Ni2+ は Co2+ とは異なったタンパク質
に結合することで強い HIF-1α 活性化作用を示すと考え、表面に Ni2+ または Co2+ が
結合した NTA beads を用い、THP-1 細胞中の Ni2+ 選択的結合タンパク質を探索した。
両ビーズに結合したタンパク質を電気泳動し、Ni2+ に選択的に結合するタンパク質を 
LC/MS/MS によって解析した結果、heat shock protein 90 beta (HSP90β) が同定された。
HSP90β は HIF-1α の発現及び転写活性化に以下のように重要な役割を果たすことが
明らかとなっている。低酸素や Ni2+ によって発現が上昇した HIF-1α は HIF-1β とヘ
テロダイマーを形成することで、その核内移行及び転写活性化が誘導される。一方、
HSP90β は細胞質に存在し、HIF-1α と結合することで HIF-1α の構造を安定化し、その
発現量を増加させる。HSP90β と HIF-1β は HIF-1α のタンパク質相互作用 domain で
ある  Per-Arnt-Sim (PAS) domain に競合的に結合することが明らかとなっており、
HSP90β は HIF-1α と HIF-1β の結合を抑制することで、HIF-1α の核内移行を抑制す
る働きがある。そこで、NiCl2 が HIF-1α 及び HIF-1β、HSP90β の相互作用に影響を与
えるかどうか、免疫沈降法により解析した。その結果、NiCl2 は HIF-1α と HSP90β の
結合を阻害し、HIF-1α と HIF-1β の結合を促進したが、CoCl2 にはそのような作用は
見られなかった。さらに、HIF-1α 及び HIF-1β の局在について免疫染色及び western 
blotting により解析した結果、HIF-1α 及び HIF-1β の核内移行促進作用は CoCl2 より
も NiCl2 の方が強く認められた。したがって、NiCl2 は HIF-1α と HSP90β の相互作
用に影響を与え、HIF-1α の核内移行を促進することが示唆された。 
 
＜4. HSP90β における Ni2+ 結合部位の同定＞ 次に、HSP90β における Ni2+ 結合部
位の同定を試みた。Ni2+ はヒスチジン残基に親和性が高いことが報告されているため、
HSP90β のヒスチジン残基をそれぞれアラニン残基に置換した 13 種の HSP90β バリ
アントを発現させ、Ni2+ に対する結合能を解析した結果、いずれのバリアントも Ni2+ 
に対する結合能は消失しなかった。そこで次に HSP90β の Ni2+ 結合 domain について
解析した。HSP90β は N 末端側から ATP binding domain、linker domain、middle domain、
dimerization domain の 4 つの domain から構成
されている。そこで、各  domain を欠失する 
HSP90β を作製し、各 domain の Ni2+ に対する
結合能を同様に解析した結果、Ni2+ は HSP90β 
の ATP binding domain、dimerization domain 及び 
middle domain には結合せず、linker domain に結
合することが示唆された (図 1)。 
 
【考察】Ni2+ は Co2+ に比べて IL-8 産生
を強く誘導すること、その機序として、
Ni2+ は HSP90β の linker domain と結合
することで、HIF-1α の核内移行を促進す
ることが示唆された (図 2)。この結果は、






図 1. Ni2+ と HSP90β の結合 





論文提出者：浅川 三喜          論文審査委員（主査）：倉田 祥一朗 
 
論 文 題 目：ニッケルイオン (Ni2+) による interleukin 8 (IL-8) 発現誘導機序の解析 
 







 本研究では、Ni イオンによる IL-8 の産生誘導作用が、Co イオンによるそれよりも明ら
かに強いことを見出し、両イオンの作用の相違という観点から、作用機構の解明を目指し
た。その結果、Ni イオンによる IL-8 産生には、主として転写因子 HIF-1αが関与している
こと、Ni イオンは Co イオンに比べて HIF-1α量を増加させる作用が非常に弱いものの、逆
に、HIF-1αの核内移行、転写活性誘導は Co イオンよりも明らかに強いことを見出した。
この Ni イオンと Co イオンの作用の違いの分子機構を明らかにするために、Ni イオンに選
択的に結合するタンパク質を独自の方法で探索し、はじめて HSP90β を同定した。免疫沈
降法や免疫染色法等を駆使し、Ni イオンは HSP90βと結合して、HIF-1αと HSP90βの結
合を減弱させ、その結果 HIF-1αと HIF-1βの相互作用が高まり、核内移行、転写活性の発
現が増大させることを見出した。 
 さらに Ni と HSP90βの結合部位を明らかにすることを試みている。Ni2+ はヒスチジン
残基に親和性が高いことが報告されているため、まず HSP90β のヒスチジン残基をそれぞ
れアラニン残基に置換した 13 種の HSP90 バリアントを発現させ、Ni2+ に対する結合能
を解析したが、いずれの変異体も Ni2+ に対する結合能は消失しなかった。そこで HSP90β 
の各 domain を欠失するリコンビナント蛋白を作製し、各 domain の Ni2+ に対する結合能
を同様に解析した結果、Ni2+ は HSP90β の ATP binding domain、dimerization domain 及び 
middle domain には結合せず、linker domain に結合することが示唆した。 
 これらの研究成果は、Ni2+ の分子標的の一つとして HSP90β があることを初めて明らか
にし、その役割、分子的基盤を明らかにしたもので、Ni2+ による炎症・アレルギーの誘発
機構の解明に重要な知見であると評価できる。 
 よって、本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
